Aflatoxin M1 in raw milk and binding of aflatoxin by lactic acid bacteria by Ksenija Markov et al.








ković,	 2003.;	 Frece	 i	 sur.,	 2010.).	Mlijeko	 je	 te-
meljni	 prehrambeni	 proizvod,	 koji	 osim	 energetski	
vrijednih	 tvari	 organizmu	daje	 i	 zaštitne	 tvari,	 koje	
su	 esencijalne	 za	 ljudsko	 zdravlje.	 Mlijeko	 može	
sadržavati	 aflatoksine	 koji	 su	 najtoksičnija	 skupina	
mikotoksina,	 sekundarnih	 metabolita	 plijesni,	 ke-
mijski	vrlo	različite	strukture	s	različitim	biološkim	
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	 Aflatoksin	M1	 (AFM1)	 potencijalni	 je	 karcinogen	 za	 ljude,	 te	 njegova	 prisutnost	 u	mlijeku	 i	
mliječnim	 proizvodima	 predstavlja	 opasnost	 za	 ljudsko	 zdravlje.	 Stoga	 se	 u	 ovom	 radu	 određivao	














dužeg	 vremenskog	 razdoblja	 i	 u	 ekstremno	 malim	
količinama,	 može	 biti	 opasna	 za	 ljudsko	 zdravlje.	
Toksični	metaboliti	aflatoksina	mogu	se	naći	i	u	pro-
izvodima	 životinjskog	 podrijetla,	 mlijeku	 i	 mesu,	
ukoliko	 je	 prethodno	hrana	 za	 životinje	 bila	 oneči-
šćena	plijesnima,	a	onečišćenje	ovisi	o	geografskom	
području,	 klimatskim	 uvjetima,	 vlazi	 i	 temperaturi	
(Sassahara	 i	 sur.,	 2005.).	 Iako	 još	 nema	 sigurnih	
dokaza	 o	 toksičnom	djelovanju	mikotoksina	 na	 čo-
vjeka,	ipak	postoji	zabrinutost,	jer	se	u	mlijeku	kra-


















dokazati.	Mnogi	 istraživači	 su	objavili	da	postoji	 li-
nearna	veza	između	količine	AFM1	u	mlijeku	i	AFB1	
u	 krmivu	 (Kamkar,	 2008.).	 Pretpostavka	 je	 da	 je	
količina	izlučenog	AFM1	u	mlijeku	muznih	krava	1-3 
%	od	ukupne	količine	AFB1	unesenog	u	organizam	
(Van	 Egmond,	 1989.),	međutim	 u	 istraživanjima	
Veldman	 i	 sur.	 (1992.)	 i	Özdemır-a	 (2007.)	de-






















kontaminanata	 u	hrani	 (NN	154/2008.)	 regulirane	
najviše	dopuštene	količine	mikotoksina	AFM1	u	siro-
vom	mlijeku,	toplinski	obrađenom	mlijeku	i	mlijeku	
za	 proizvodnju	 mliječnih	 proizvoda	 od	 0,05	 μg/L,	
koje	 su	u	 skladu	 s	preporukom	Europske	komisije.	
Ukoliko	 je	razina	aflatoksina	M1	u	mlijeku	veća	od	
dopuštene	proizvod	se	ne	smije	koristiti	za	prehranu	
ljudi,	 niti	 za	 proizvodnju	mliječnih	 proizvoda	 (NN	
154/2008.).
	 Mnogi	 mikroorganizmi,	 uključujući	 bakterije,	
kvasce,	 plijesni,	 aktinomicete	 i	 alge	mogu	 ukloniti	
ili	smanjiti	količine	aflatoksina	u	hrani	i	krmi.	Među	






















	 60	 uzoraka	 svježeg	 sirovog	 kravljeg	 mlije-
ka	 nasumice	 izabrani	 od	 individualnih	 proizvođa-
ča	 uzetih	 iz	 različitih	 krajeva	 kontinentalne	 Hr-
vatske,	 bili	 su	 analizirani	 na	 prisutnost	 AFM1.	
Uzorci	 su	 prikupljeni	 u	 jednakom	 broju	 tije-
kom	 ljeta	 (n=30)	 kada	 su	 krave	 na	 ispaši	 i	 zimi	
(n=30)	 kada	 su	 krave	 hranjene	 krmom.	Uzorci	 su	
prevezeni	u	 laboratorij	u	rashlađenim	kontejnerima	
(+4	°C)	i	čuvani	na	-20	°C	do	analize.




lonija	 plijesni	 je	mikroskopski	 pregledana	 koristeći	
imerzioni	 objektiv	 povećanja	 100/1,25	 (Samson	 i	
sur.,	2000.).




sorbentassay):	 ridascreen	 aflatoxin	 M1	 (CN	 AM1-
EO1,	 Immunolab).	 Osnova	 ovog	 testa	 je	 reakcija	
antigen	 -	 antitijelo.	 Test	 kit	 sadrži	 reagense	 za	 96	



































	 10	mL	 uzorka	 sirovog	mlijeka,	 u	 kojima	 nije	
dokazana	 prisutnost	 AFM1,	 je	 nacijepljeno	 bakte-
rijama	mliječne	kiseline	 i	 to:	L. rhamnosus	GG	u	
broju	8,096	log10CFU/mL,	L. delbrueckii S1	u	bro-
ju	7,939	 log10CFU/mL	i	L. plantarum A1	u	broju	










(standardna	 devijacija).	U	 analizi	 eksperimentalnih	
podataka	 korišten	 je	 SAS	program	 (SAS	 Institute,	
Cary,	NC,	USA). Statistička	značajnost	određivana	
je	 Studentovim	 T-testom	 (p<0,05),	 a	 vrijednosti	
označene	 zvjezdicom	 su	 značajno	 različite	 u	 uspo-
redbi	sa	0-tim	h	inkubacije.
Rezultati i rasprava
	 Plijesni	 u	 sirovom	 mlijeku	 mogu	 utjecati	 na	












izolirane	 iz	 sirovog	mlijeka	 uglavnom	 pripadale	 ro-
dovima	Geotrichum,	Fusarium	 i	Aspergillus. Većina	






odrediti	 količinu	 aflatoksina	 M1	 u	 uzorcima	 siro-
vog	mlijeka	 tijekom	 ljetnih	 i	 zimskih	mjeseci	 ELI-
SA	metodom.	Rezultati	 količine	AFM1	u	uzorcima	
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svježeg	mlijeka	dokazali	da	 je	10 %	uzoraka	konta-
minirano	 aflatoksinom	u	 koncentracijama	 višim	 od	














53,57-59,12	 ng/L.	 Količina	 AFM1	 od	 8,84-42,17	
ng/L	određena	 je	 u	 24	 uzorka,	 dok	 je	 u	 2	 uzorka	
sirovog	 mlijeka	 	 AFM1	 bio	 <0,1	 ng/L.	 Dobiveni	
rezultati	 su	 u	 suglasju	 s	 rezultatima	 mnogih	 auto-
ra	 koji	 su	 također	 u	 svojim	 istraživanjima	 dokazali	
veće	količine	AFM1	u	uzorcima	mlijeka	sakupljenih	















(Bakirci,	 2001.;	 Panariti,	 2001.;	 Pietri	 i	 Diaz,	
2003.;	 Colak, 2007.;	 Godič-Torkar	 i	 Vengušt,	
2008.;	Montagna	 i	 sur.,	 2008.;	Ghanem	 i	Orfi, 
2009.).




















zbog	 onečišćenog	mlijeka.	 Suvremeni	 trend	 u	 pre-















njanja	 aflatoksina	M1	 iz	mlijeka.	Ti	 prirodni	 izolati	
BMK	iz	spontanih	fermentacija	mogli	bi	se	koristiti	
kao	 specifične	 starter	 kulture,	 nakon	 fenotipske	 i	
genotipske	 karakterizacije,	 te	 predstavljati	 mogući	
izvor	 novih	 antimikrobnih	 metabolita.	 Osim	 toga,	







tobacillus rhamnosus	GG	ATCC	53103,	 te	 izolata	
Lactobacillus delbrueckii S1	(izoliran	iz	svježeg	sira)	
i Lactobacillus plantarum	A1	(izoliran	iz	polutvrdog	
kravljeg	 sira)	 da	 vežu	 AFM1	 (tablica	 4).	 Dobiveni	
rezultati	 pokazuju	 da	 probiotički	 soj	L. rhamnosus	
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vežu	oko	80 %	i	54,6 %	AFB1	iz	tekućeg	medija	(El-
Nezami	i	sur.,	1998.b;	Peltonen	i	sur.,	2001.).
	 Izolat	bakterija	mliječne	kiseline	L. delbrueckii 






L. plantarum A1	veže	malu	količinu	AFM1	od	18,7 
%	na	početku	 inkubacije	do	28,7 %	nakon	48	sati.	
Neki	 autori	 razlike	u	 sposobnosti	 vezanja	aflatoksi-
na	 bakterijama	mliječne	 kiseline	 objašnjavaju	 razli-
čitom	 strukturom	 stanične	 stijenke	 bakterija,	 dok	
drugi	 smatraju	da	 je	 važan	broj	 bakterija	u	podlozi	






ličinu	 aflatoksina	u	hrani	 i	 krmi.	Uzorci	mlijeka,	 u	
kojima	bi	koncentracija	AFM1	bila	>50	ng/L,	na	ovaj	
način	bi	zadovoljili	Pravilnik	o	najvećim	dopuštenim	





L. delbrueckii	 S1,	 s	 ciljem	 moguće	 primjene	 kao	
starter	kulture	za	mliječnu	industriju.
Zaključci
	 Prisutnost	 AFM1	 u	 sirovom	 mlijeku	 ne	 pred-
stavlja	ozbiljan	rizik	za	zdravlje	ljudi,	budući	da	92,3	
%	uzoraka	 zadovoljava	 vrijednosti	propisane	Pravil-
nikom	 o	 najvećim	 dopuštenim	 količinama	 određe-










Geotrichum	sp. 29 78,3 1,04-3,32
Aspergillus	sp. 12 32,4 0,6-1,7
Penicillium	sp. 10 27,0 0,7-2,1
Fusarium	sp. 3 8,1 1,2-1,37










































	 Iz	 rezultata	 istraživanja	 može	 se	 zaključiti	 da	
standardni	 soj	 L. rhamnosus	 GG	 ATCC	 53103	 i	
izolat	L. delbrueckii	S1	imaju	sposobnost	uklanjanja	










Aflatoxin M1 in raw milk and binding of 
aflatoxin by lactic acid bacteria
Summary
	 Aflatoxin	M1	 (AFM1)	 is	 potential	 human	 car-
cinogen.	 Its	 presence	 in	 milk	 and	 dairy	 products	







<50	ng/L 48 0,17	-	42,17 92,3






BMK/LAB log10CFU/mL 0 24 48
L. rhamnosus	GG 8,096 63,4±0,15 51,7±1,3* 56,1±1,7*
L. delbrueckii S1 7,939 53,2±0,23 48,1±0,9* 51,3±1,5




study	 was	 carried	 out	 in	 order	 to	 determine	 the	
degree	 of	 microbiological	 contamination	 by	 mold,	
and	 the	 potential	 presence	 of	 aflatoxin	 M1	 in	 60	
raw	milk	 samples,	 randomly	 taken	 from	 individual	
producers	from	different	regions	of	the	continental	





prescribed	 limits.	 Lactic	 acid	 bacteria	 used	 in	 fer-
mented	dairy	products	as	a	starter	culture	may	play	
a	 role	 in	 reduction	of	aflatoxin	 in	 foods	and	nutri-
ents.	 In	 this	 paper	 the	 ability	 of	 lactic	 acid	 bacte-
ria:	 Lactobacillus	 rhamnosus	 GG	 (ATCC	 53103),	
Lactobacillus	 delbrueckii	 S1	 and	 Lactobacillus	
plantarum	A1	to	bind	aflatoxin	M1	was	investigated.	
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